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;RZLBB GrHDR 基因 的 克隆 与 表达 分 析 
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摘 要 : ÆA Cgentiopicroside) 是 中 药 龙 胆 中 的 主要 药 效 成 分 ， 属 于 莫 类 化 合 物 的 衍生 
JY) . 1- $e dk -2- HB d£ 2- CE) - J Ms dE -A- — WE NP xc Ji Bg (1-nhydroxy- 
2-methyl-2-butenyl-4-diphosphate reductase), HDR 是 熙 类 物质 合成 途径 中 的 关键 酶 。 为 探讨 
不 同 光照 条 件 下 溃 龙 胆 HDR CGrHDRO. 基因 的 表达 与 龙 胆 苦 昔 含 量 之 间 的 关系 ， 以 滇 龙 胆 
叶片 cDNA 为 模板 ， 采 用 PCR 和 TA 克隆 技术 获得 GrHDR 基因 序列 ， 对 该 序列 进行 生物 信 
息 学 分 析 和 表达 分 析 ,， 并 采用 高 效 液 相 色 谱 法 测定 龙 胆 昔 昔 含 量 ， 对 该 基因 表达 与 龙 胆 苦 昔 
含量 进行 比较 。 结 果 表 明 : GrHDR 基因 (GenBank 登录 号 : KJ917165.1) 全 长 1398bp， 
编码 465 个 氨基 酸 ， 推 定 GrHDR 蛋白 是 亲 水 有 旦 稳定 的 ， 相 对 分 子 质量 是 52 281.25 Da, H 
论 等 电 点 是 5.32; 该 蛋白 属于 LYTB 蛋白 家 族 ， 可 能 定位 于 叶绿体 上 ,无 信号 肽 ， 二 级 结构 
主要 由 a -螺旋 (45.16%)，B -转角 (6.24%)、 无 规 卷曲 (33.98%)、 延 伸 链 (14.62%) 构成 ; 
GrHDR 蛋白 序列 与 同属 植物 秦 欧 的 HDR 和 蛋白 相似 性 最 高 (95.71%); 实时 荧光 定量 PCR 结 
RER GrHDR 基因 在 滇 龙 胆 中 的 表达 量 为 : 根 > 叶 > Z, mE 10%、30%、100% 全 光 光 
照 条 件 下 各 组 织 的 表达 量 有 很 大 差异 ; 高 效 液 相 色谱 法 结果 显示 , 不 同 光 照 条 件 下 龙 胆 苦 苷 
含量 一 致 ， 均 为 : 根 > 叶 > Z, KE 100% 全 光 光 照 下 ， 药 用 部 位 根 中 龙 胆 苦 背 含 量 达到 
7.141%， 约 是 30%、10% 全 光 光 照 条 件 的 两 倍 ， 但 该 结果 与 同一 光照 条 件 下 GrHDR 基因 表 
达 规 律 不 完全 一 致 。 本 研究 为 阐述 HDR 基因 功能 及 其 与 龙 胆 苦 茶 含量 的 关系 提供 参考 。 
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Cloning and expression analysis of GrHDR gene in Gentiana 


rigescens 
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Abstract: Gentiopicroside, a derivative of terpenoids, is the main medicinal ingredient in 
traditional Chinese medicine “Long Dan". 1-hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl-4-diphosphate 
reductase (HDR) is a key enzyme in the synthesis of terpenoids. In order to explore the 
relationship between the expression of HDR (GrHDR) gene and content of gentiopicroside under 
different light conditions, the cDNA from the leaves of Gentiana rigescens was used as template, 
the GrHDR gene sequence was obtained by PCR and TA cloning technology, and then 
bioinformatics analysis and tissue expression analysis were carried out. Finally, high performance 
liquid chromatography (HPLC) was used to determine the content of gentiopicroside, and the 
expression of GrHDR gene were compared to the content of gentiopicroside. The results showed 
that the GrHDR gene (GenBank accession number: KJ917165.1) is 1 398 bp in length and 
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encodes 465 amino acids, its putative protein is hydrophilic and stable, the relative molecular mass 
is 52 281.25 Da, and the theoretical isoelectric point is 5.32. The putative protein that belongs to 
the LYTB protein family may be located on the chloroplast and has no signal peptide, and its 
secondary structure is mainly composed of a-helix (45.1696), p-turn (6.24%), random coil 
(33.98%), and extended chain (14.6296). The GrHDR protein sequence has the highest similarity 
to the HDR protein of the G. macrophylla (95.7196). The results of real-time PCR showed that the 
expression levels of GrHDR gene in G. rigescens were in the following order: root > leaf > stem, 
its tissue expressions were significantly different under the condition of 1095, 30% and 100% of 
full-hght. The results of HPLC showed that the content of gentiopicroside under different light 
conditions were the same as follows: root > leaf > stem; among them, the content of 
gentiopicroside in root (7.14196) under 100% of full light, which was about twice that of 30% and 
1096 of full light, but the results are not completely consistent with the GrHDR gene expression 
pattern under the same light condition. This study provides references for explaining the function 
of HDR gene and its relationship with gentiopicroside. 

Key words: Gentiana rigescens, GrHDR gene, sequence analysis, tissue expression analysis, 


gentiopicroside 
HHE (Gentiana rigescens Franch. ex Hemsl.)， 亦 称 “ 坚 龙 胆 ”， 是 龙 胆 科 龙 胆 属 多 年 


生 草 本 植物 ， 也 是 我 国 中 药材 龙 胆 的 基 源 植物 之 一 〈 中 国药 典 ，2015)。 主 要 分 布 于 云南 、 
四 川 、 广 西 、 贵 州 等 地 的 林 下 、 灌 从 、 草 多 中 《〈 中 国 植物 志 ，1988)。 以 干燥 根 和 根茎 入 药 ， 
主要 药 效 成 分 是 环 烯 醚 覃 类 的 龙 胆 兰 背 ， 主 治 清热 燥 湿 ， 海 肝胆 火 〈 中 国药 典 ，2015)。 近 
年 来 ， 由 于 人 类 无 序 采 挖 等 原因 ， 滇 龙 胆 野 生 资 源 急 剧 减 少 ， 现 已 被 《国家 重点 保护 野生 药 
材 物 种 名 录 》 列 为 国家 三 级 保护 野生 药材 物种 〈 中 国 濒危 物种 科学 委员 会 ，2012)。 开 展演 
龙 胆 人 工 栽培 措施 研究 ， 提 高 药 效 成 分 含量 ， 可 以 缓解 野生 资源 压力 。 要 提高 其 龙 胆 苦 苷 含 
量 ， 必 须 和 弄 清 龙 胆 苦 苷 生物 合成 途径 及 调控 机 制 ， 并 明确 影响 龙 胆 苦 苷 含量 的 相关 因素 。 
龙 胆 苦 背 属于 环 稀 醚 莫 类 物质 (Yang et al.，2003)， 该 类 物质 的 合成 分 为 三 个 阶段 : 第 一 
阶段 是 通过 质 体 甲 基 亦 众 糖 醇 磷酸 酯 (MEP) 途径 和 胞 质 甲 羟 成 酸 (MVA) 途径 最 终 合成 
NX ENS OPP) 和 二 甲 基 烯 丙 基 焦 磷酸 (DMAPP) (El-Sayed & Verpoorte, 2007; Kim 
et al.，2009)， 而 IPP 和 DMAPP 是 莫 类 化 合 物 生 物 合成 途径 中 的 必需 前 体 ; 第 二 阶段 是 IPP 
和 DMAPP 经 过 一 系列 反应 形成 断 马 钱 子 苷 (Miettinen et al，2014)， 第 三 阶段 是 莫 类 化 合 物 
的 碳 骨 架 结 构 在 酶 的 催化 下 进行 一 系列 复杂 的 修饰 ,形成 结构 稳定 的 蓝 类 化 合 物 (张晓东 等 ， 
2019)。 本 研究 克隆 了 第 一 阶段 MEP 途径 中 最 后 一 个 关键 酶 ， 即 1- 羟 基 -2- 甲 基 -2- E) -T 
烯 基 -4- 二 磷酸 还 原 酶 “HDR )， 其 能 够 将 HMBPP ( 甲 基 丁 烯 基 -4- 焦 磷酸 ) 转化 为 IPP 或 
DMAPP(Peng et al.，2011)。 目 前 ，HDR 基因 已 从 拟 南齐 (Botella-Pavia et al., 2004), WE EA 
杉 (Lv et al.，2015)、 文 心 兰 (Huang et al., 2009), ZJ (Gentiana macrophylla), $ (Peng et 
al.，2011) 等 多 种 植物 中 分 离 。 且 HDR 基因 的 表达 被 证 明 与 拟 南 芥 幼苗 期 类 胡 葛 卜 素 的 产生 
(Botella-Pavia et al.，2004)、 银 杏 中 银 查 内 酯 含量 ( 张 雯 ，2008)、 喜 树 中 喜 树 碱 的 合成 (Wang 
et al.，2008) 等 相关 。HDR 基因 已 成 为 莫 类 物质 代谢 过 程 中 的 理想 靶 点 ， 其 序列 结构 、 生 物 
学 功能 、 表 达 调 控 等 日 益 受 到 关注 〈 岑 文 等 ，2015)。 在 龙 胆 苦 苷 作为 主要 有 效 成 分 的 汗 龙 
胆 中 ，HDR 基因 的 研究 尚未 见 到 相关 报道 。 
光照 与 药 用 植物 的 生长 发 育 及 次 生 代谢 产物 积累 密切 相关 ,研究 表明 遮 荫 是 影响 白 及 次 
生 代 谢 产物 的 主要 因子 ， 适 合 白 及 生长 的 最 佳 遮 荫 度 为 60% ( 张 长 爆 ，2018)。 而 70% 左 右 
的 遮 随 有 利于 七 叶 一 梳 花 的 药 效 成 分 积累 〈 梁 娟 等 ，2016)。 关 于 遮 荫 对 污 龙 胆 基因 表达 量 
以 及 龙 胆 苦 苷 含量 的 影响 尚未 见报 道 。 本 研究 根据 汗 龙 胆 的 转录 组 中 HDR 基因 序列 设计 特 
异性 引物 ， 通 过 RT-PCR 技术 从 一 年 生 滇 龙 胆 的 幼 叶 中 扩 增 到 GrHDR 基因 ， 并 进行 TA w 


隆 、 测 序 与 序列 分 析 ; 


以 及 通 
过 程 


在 三 个 水 平 的 光照 条 件 下 通过 


过 高 
提供 


依据 ， 


1 材料 与 方法 
1.1 试验 材料 


高 效 液 相 色谱 法 测定 龙 胆 苦 苷 含 


以 及 为 HDR 基因 


的 功能 及 其 


TRIGE SEIT GrHDR Æ 
含量 的 变化 , 为 明确 汗 龙 胆 龙 胆 知 
与 龙 胆 苦 背 的 关系 等 研究 黄 定 基础 。 


因 的 表达 分 析 
昔 合 成 途径 的 代谢 


溃 龙 胆 植 株 栽培 于 云南 省 临 沧 市 永 德 县 荷 泥 塘 乡 (海拔 1 822.3 m. 99° 25' 46" E, 
23° 54' 13” N)。 基 因 克 隆 所 用 材料 为 新 鲜 的 一 年 生 汗 龙 胆 植株 ， 取 样 日 期 为 2019 年 $ 
19 H QÈ: 2018 5 H8 日 播种 ， 故 为 一 年 生 植 株 )。 组 织 特异 性 表达 分 析 所 用 材料 为 不 
ENEA TF OGE: 于 2018 年 8 月 31 H4 ED B II, JAE — EGER. — EUER 3 
种 遮 萌 处 理 ) 的 盆栽 植株 ， 取 样 日 期 为 2019 年 9 H 1 H. BUFEETIEIBUBLER I HR. SE 
叶 ， 然 后 立即 放 入 液 氮 鳞 中 冷冻 ， 带 回 实验 室 置 于 -80 'C 冰 箱 中 保存 备用 。 龙 胆 苦 苔 含量 测 
定 所 用 材料 为 组 织 表达 分 析 所 选 植株 的 剩余 部 分 根 、 茎 、 叶 。 
1.2 GrHDR 基因 序列 的 克隆 与 表达 分 析 
1.2.1 滇 龙 胆 总 RNA 的 提取 和 cDNA 的 合成 

根据 植物 总 RNA 提取 试剂 盒 (TaKaRa MiniBEST Plant RNA Extraction Kit, 购 自 TaKaRa 


公司 ， 


Kit ( 购 自 TSINGKE 公司 ) 说 明 书 合成 cDNA. 


1.22 


以 cDNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 ， 


汗 龙 胆 GrHDR 基因 
TE JS RR 


的 TA 克隆 
龙 胆 转录 组 (Zhang et al., 2015) GrHDR 基因 


序列 设计 一 对 特异 性 引物 CR 


生产 批号 :AIF2395A ) 说 明 书 提取 幼 叶 总 RNA, 按 照 道 转录 试剂 盒 RT6 cDNA Synthesis 
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反应 体系 为 : 2 x High-Fidelity Master Mix 25 uL, ER 
引物 各 2 uL, cDNA 模板 2 uL, JH ddHzO 补足 至 50 uL. PCR 扩 增 程序 为 : 98 "C TAE 


性 2 min，1 个 循环 ; 98 'C 变 性 10 s，60 CRK 15s, 72 CC 延伸 20s，35 个 循环 ; 72 "C 
延伸 2 min, 1 个 循环 。PCR 产物 经 1% (w/v) 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 ， 经 过 目的 片段 回收 、 
纯化 后 连接 到 pClone007 Simple 载体 ( 购 自 TSINGKE 公司 ， 生 产 批号 ;TSV-007S)。 转 化 
到 DH5a 大 肠 杆菌 感受 态 细胞 ( 购 自 TSINGKE 公司 ， 生 产 批号 ， TSV-A07)， 摇 菌 培 养 过 
夜 ，PCR 检测 为 阳性 克隆 后 进行 DNA 测序 。 
d 1 GrHDR 基因 扩 增 所 用 引物 
Table 1 Primers required for amplification of cDNA 

引物 名 称 引物 序列 C' -3' ) 

Primer name Primer sequence 

HDR-CDS-F ATGGCAATCTCTTTGCAATTCG 

HDR-CDS-R TTATGCCAGTTGCAAGGCTTC 
1.2.3 GrHDR 基因 的 生物 信息 学 分 析 

使 用 NCBI 在 线 分 析 软 件 ORFfinder 将 GrHDR 基因 翻译 成 蛋白 质 序列 ， 并 使 用 其 他 在 

线 生 物 信 息 学 工具 预测 和 分 析 GrHDR 蛋白 质 的 理化 性 质 、 结 构 域 、 二 级 结构 、 信 号 肽 、 转 
运 肽 ， 亚 细胞 定位 信号 以 及 三 维 结构 模型 等 ， 并 使 用 DNAMAN 5.2.2 软件 进行 序列 比 对 ， 
然后 使 用 MEGA 6.0 软件 构建 系统 发 育 树 。 所 用 工具 如 表 2 所 列 。 


表 2 生物 信 ， 


电学 分 析 所 用 工具 


Table 2 Tools for bioinformatics analysis 


HH 软件 网 址 
Item Software Website 
放 阅 读 框 预 六 
开放 阅 和 " ORF finder https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/ 
ORF prediction 
蛋白 理化 性 质 预测 
Protein physicochemical Protparam https://web.expasy.org/protparam/ 
properties prediction 
二 级 结构 预测 
https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa automat. 
Secondary structure Sopma 
A pl?page-npsa sopma.html 
prediction 
结构 域 预测 
aid did ái . Pfam http://pfam.xfam.org/search 
Domain prediction 
ics Bran 
: : 2L SignalP http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ 
Signal peptide prediction 
转运 肽 预测 
. uU ChloroP http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/ 
Transit peptide prediction 
P — Predict : . 
亚 细 胞 定位 预测 MAP https://www.predictprotein.org/ 
rotein 
Subcellular localization ES . 
t http://www.softberry.com/berry.phtml?topic-pr 
prediction Softberry 
otcomppl&group-programs&subgroup-proloc 
三 级 结构 预测 
Tertiary Protein Structure Swissmodel https://swissmodel.expasy.org/interactive 
prediction 
跨 膜 结构 域 预测 
Transmembrane domain TMHMM http://www.cbs.dtu.dk/service/TMHMM/ 
prediction 
1.2.4 不 同 组 织 中 GrHDR 基因 的 表达 分 析 


分 别 取 一 年 生 溃 龙 胆 的 根 、 茎 、 叶 ， 提 取 总 RNA， 反 转录 成 cDNA 作为 qPCR 的 模板 ， 
采用 GrGAPDH 基因 作为 内 参 (张晓东 等 , 2015), 设计 特异 引物 ( 表 3), 以 2 x TS Fast qPCR 
Mix (SYBR Green I， 购 自 TSINGKE 公司 ， 生 产 批号 ; TSE202)) 进行 扩 增 ， 反 应 条 件 : 
; 循环 阶段 (95 C, 10s; 60 C, 5s; 72 'C，10 s); 溶解 阶 


预 变性 阶段 (95 C, 1min) 
Et (95 C, 15s; 60 C, 1 


比较 CT 值 的 “2-^ACT” 的 方法 进行 定量 数据 的 分 析 人 处 型 


图 表示 。 
表 3 


引物 名 称 
Name of primer 
HDR-F 

HDR-R 
GAPDH-F 
GAPDH-R 


in; 95 CC，15 s)， 在 循环 阶段 72 C 时 采集 荧光 信号 ， 采 月 
EE， 结 果 用 GraphPad Prism 5.0 软件 作 


GrHDR 基因 和 内 参 基因 的 引物 序列 
Table 3 Primer sequences of GrHDR gene and reference gene 


引物 序列 C5 -3' 2 


Primer sequence 


CGTTGCCGGAGTCGAAGATA 
CGAGTCAACACTCACAGACGA 
TGTTCGGCGTTAGAAACCCA 
CTITCGCACCTCCCTTGATGT 


d 


:202004.000193v1 


chinaXiv 


1.2.5 不 同 光 照 条 件 下 GrHDR 基因 的 组 织 表达 分 析 


采用 数字 式 照 度 计 型号; GM1040， 购 自 深圳 村 
虚 荫 网 下 的 对 应 光照 强度 为 (107 248+7 938) 1x, 
上 照 ， 其 他 栽培 措施 保持 一 致 ， 经 过 一 年 的 光照 处 
行 问 光 定 量 PCR。 有 具体 方法 及 内 参 基因 的 选择 参 


REM 


1x, ZBIRK H 10096. 3096. 109645253 
理 ， 取 汗 龙 胆 植株 的 根 、 茎 、 叶 ， 分 别 


照 1.2.4， 进 行 GrHDR 基因 的 组 织 表达 分 析 。 


1.3 BEEE ERME 
1.3.1 试剂 与 仪器 


对 照 品 龙 胆 苦 苷 (批号 : 
谱 纯 ， 其 他 试剂 均 为 分 析 纯 ; 
购 自 安捷伦 科技 (中国 ) 有 限 公司 、AS10200 超声 波 清 


mE. 
司 等 。 


1.3.2 材料 与 前 处 理 


将 实验 材料 在 50 ‘C 条 件 下 烘 干 磨 碎 , j 
锥 形 瓶 中 ， 加 入 甲醇 10 mL， 称 定 质 量 ; 


S2220010) IJ É 


冷却 后 继 
作为 供 Ein o 


1.3.3. JEHETTE HPLC fri 
InertSustain Cis 色谱 村 


上 的 色谱 条 件 


速 为 1 mL * min ， 进 样 量 为 20 uL. 


2. 结果 与 分 析 


甲酸 水 ; 梯度 洗 脱 : 0-15 min，7%-35%A; 


2.1 GrHDR 基因 ORF 序列 的 克隆 
从 幼 叶 提取 总 RNA 后 ， 使 用 分 光 光 度 计 测 得 浓度 为 612.4 上 g。mL ，Az60280 为 1.82， 


纯度 较 高 ， 置 于 -80'C 冰 箱 中 保存 备 月 


过 40 Hi Hb. FRU REP 0.25 g, 置 
在 40 条 件 下 超声 (300 w, 40 kHz) 提取 30 min, 
续 称 重 ， 用 甲醇 补足 减少 的 重量 ， 然 后 摇 义 ， 取 试 液 经 0.22 um 微 孔 滤 膜 过 滤 后 


E (250 mm x 4.6mm, 5 um), È 
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案 成 源 科技 有 限 公司 〉 测 得 全 光 、 一 层 


(31 196+3 406) 1x, (10 217+804) 


上 海安 谱 实 验 科 技 股份 有 限 公 司 ; 甲醇 为 色 
所 用 仪器 Agilent Technologies 1290 infinity II 高 效 液 相 色 谱 仪 
洗 机 购 自 天 津 奥 特 赛 恩 斯 仪器 有 限 公 


于 50 mL 


E 30 'C， 检 测 波 长 为 241 nm， 流 


流动 相 与 洗 脱 条 件 : 
15-32 min, 35%-90%A:; 


流动 相 A 相 为 甲醇 ，B 相 为 0.196 
36-42 min, 10%-93%B. 


目 。 反 转录 后 ， 以 滇 龙 胆 叶片 cDNA 为 模板 ， 使 用 特异 


性 引物 并 扩 增 出 约 1500 bp 的 片段 (图 1)。 通 过 TA 克隆 的 方法 获得 质粒 , 酶 切 检 测 正确 后 ， 
表明 GrHDR 基因 (GenBank 登录 号 : KJ917165.1) ORF 序列 长 
1 398 bp， 编 码 465 个 氨基 酸 。 


送 至 TSINGKE 公司 测序 ， 


M. DNA Maker DL2000; 


N. DNA Maker DL2000; 1. 


Fig. 1 


2 000 bp ——»| 


1 000 bp ——» 
750 bp—» 
500 bp 一 “je 


250 bp ——» 
100 bp ——» 


1. PCR 产物 。 
PCR products. 


图 1 TUER GrHDR 基因 电泳 结果 
Gel electrophoresis results of GrHDR gene from Gentiana rigescens 


:202004.000193v1 
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2.2 GrHDR 蛋白 预测 与 分 析 
2.2.1 GrHDR 和 蛋白 的 理化 性 质 
使 用 ExPASy 蛋白 质 组 学 服务 器 的 Protparam 分 析 GrHDR 和 蛋白 的 理化 性 质 ， 结 果 显 示 ， 
蛋白 的 不 稳定 系数 为 30.34， 说 明 该 蛋白 是 稳定 的 ， 分 子 质量 是 5228125 Da; 理论 等 电 
是 5.32; 脂肪 系数 是 77.98; 亲 水 性 的 平均 值 为 -0.427， 为 亲 水 蛋白 。 
表 4 GrHDR 蛋白 的 理化 性 质 预测 
Table 4 Physicochemical properties of the putative protein 


该 
点 


Protein characteristic GrHDR 

氨基 酸 数 465 

Number of amino acids 

TTA C2324H3642N6140720S18 
Formula 

分 子 质量 52 281.25 Da 
Molecular weight 

等 电 点 5.32 
Isoelectric point (pI) 

带 正 电 的 残 基 ( 精 氨 酸 + 赖 氨 酸 ) 57 

Positively charged residues (Arg+Lys) 

带 负 电 的 残 基 (天 冬 氨 酸 + 谷 氨 酸 ) 71 
Negatively charged residues (Asp+Glu) 

不 稳定 系数 30.34 
Instability index 

脂肪 系数 77.98 
Aliphatic index 

杀 水 性 的 平均 值 -0.427 


Grand average of hydropathicity 


2.2.2 GrHDR 蛋白 的 结构 预测 

利用 SOPMA 网 站 在 线 预测 GrHDR 蛋白 的 二 级 结构 (图 2)， 结 果 显 示 在 GrHDR 和 蛋白 
中 ,a -螺旋 ,8 -转角 、 无 规 卷曲 、 延 伸 链 的 百分比 分 别 为 45.16%、6.24%、33.98% 和 14.62%。 
使 用 EMBL-EBI 数据 库 下 pfam 程序 中 对 GrHDR 和 蛋白 进行 结构 域 预测 ， 结 果 显 示 该 蛋白 属 
T LYTB (BJ 1-hydroxy- 2-methyl-2- CE) -butenyl-4-diphosphate reductase, HDR) 蛋白 家 族 。 
运用 SignalP 5.0 进行 信号 肽 序列 预测 ， 结 果 显 示 GrHDR 蛋白 的 信号 肽 的 可 能 性 为 0.0006， 
是 非 分 泌 和 蛋白 。 运 用 ChloroP 1.1 Server 在 线 预 测 GrHDR 蛋白 转运 肽 长 度 ， 结 果 显 示 该 蛋白 
含有 转运 肽 序列 为 35 个 氨基 酸 残 基 。 运 用 TMHMM 2.0server 预测 GrHDR 蛋白 序列 的 跨 膜 
结构 域 ， 结 果 显 示 该 蛋白 无 跨 膜 螺旋 。 运 用 predict protein 预测 GrHDR 和 蛋白 的 亚 细 胞 定位 ， 
结果 显示 该 蛋白 定位 在 叶绿体 ， 可 信 度 为 71%; 使 用 Softberry 数据 库 ProtComp 9.0 软件 预 
测 结果 显示 GrHDR 和 蛋白 亚 细 胞 定位 结果 为 叶绿体 ， 结 果 得 分 为 9.3; 不 同 的 预测 工具 预测 


结果 是 相同 的 。 
re 


蓝 色 代表 a -螺旋 ， 绿 色 代表 8 -转角 ， 黄 色 代表 无 规 卷曲 ， 红 色 代 表 延 伸 链 。 


Blue represents a-helix, green represents B-turn, yellow represents random curl, and red represents extended chain. 
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图 2 GrHDR 蛋白 序列 的 二 级 结构 预测 结果 


Fig.2 Secondary structure prediction results of GrHDR protein sequence 


2.2.3 三 维 结构 的 预测 


运用 SWISS-MODEL 在 线 软件 自动 模式 预测 GrHDR 和 蛋白 的 三 级 结构 , 所 构建 模型 如 图 
3 所 示 。GMQE “全 局 模型 质量 估计 〉 是 一 种 质量 估计 ， 其 值 位 于 0-1 之 间 ， 反 映 了 使 用 该 
对 齐 和 模板 构建 的 模型 的 预期 准确 度 以 及 目标 的 覆盖 范围 ， 数 字 越 接近 1 表示 可 靠 性 越 高 ， 
该 模型 的 GMQE 值 为 0.42， 可 靠 性 一 般 。 以 超 耐 热 菌 Aquifex aeolicus4- 羟 基 -3- 甲 基 丁 -2- 烯 


36.8675. 


基 二 磷酸 还 原 酶 CSMTL ID: 


3dnf1) 为 模板 ， 在 第 80-297 氨基 酸 处 建 模 ， 序 列 相似 度 为 


图 3 GrHDR 蛋白 的 三 级 结构 模型 预测 结果 


Fig.3 Prediction results of the tertiary structure model of the GrHDR protein 


2.3 多 序列 比 对 与 系统 发 育 分 析 


使 用 NCBI 网 站 的 BLASTp 程序 对 GrHDR 蛋白 进行 序列 比 对 ,结果 表明 滇 龙 胆 GrHDR. 


蛋白 与 同属 植物 秦 苏 GmHDR 蛋白 相似 度 最 高 (95.71% )， 其 次 是 葛 甘 木 ( Rauvolfia 
verticillata) 的 RVHDR Æ K (84.09%), KEH (Catharanthus roseus)、 喜 树 (Camptotheca 
acuminata), XEHE (Osmanthus fragrans), WEIK COlea europaea var. sylvestris), RAE 

CErythranthe guttata), *H38X& CPicrorhiza kurrooa) 等 植物 的 HDR 蛋白 序列 相似 性 也 较 高 。 


运用 DNAMAN 对 以 上 序列 ; 


行 多 序列 比 对 ， 结 果 如 图 4 所 示 。 运 用 MEGA 6.0 对 以 上 序列 


与 GrHDR 和 蛋白 序列 进行 系统 发 育 分 析 ， 结 果 (图 5) 溃 龙 胆 GrHDR 有 蛋白 与 秦 欧 GmHDR 


蛋白 位 于 同一 分 支 ， 表 明 它 们 的 亲缘 关系 最 近 。 
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3RJEBBGentiana rigescens (AJT35505.1) FSADESEE. ESKIFKFRISEFS V 19 
泰 苑 Genriana macrophylla (AIP91968.1) SRIEF 77 
S8 Rauvolfia verticillata (ABV89582.1) Si PRIER VSV 76 
K Ætt Catharanthus roseus (ABI30631. 1 T PRIBRC: 76 
Camptotheca acuminata (ABI64152.1 SKVECY 73 
SOÍAE Ervthranthe guttata (XP. 012837007 1) TG. 69 
桂花 Osmanthus fragrans (AOT86863.1) 73 
7RR Olea europaea var. sylvestris (XP. 022860427 .1) 75 
'Osmanthus fragrans (AOT86862.1 ? 75 
RO Picrorhiza kurrooa (ABM89226.1 76 
Consensus 
TRUE BBGentiana rigescens (AJT35505.1) 159 
S Gentiana macrophylla (AIP91968.1) 157 
$ RA Rauvolfia verticillata (AB V89582.1) 156 
. 蕉 春花 Catharanthus roseus (BED 156 
Camptotheca acuminata (ABI64152.1 153 
rythranthe guttata (XP. 0128370071) 149 
桂花 Osmanthus fragrans (AOT86863.1) 153 
木 杜 榄 Olea europaea var. sylvestris (XP. 0228604271) 155 
FEOsmanihus fragrans (AOT86862. R 155 
NÉS Picrorhiza kurrooa (ABM89226.1 156 
Consensus 
滇 龙 胆 Gentiana rigescens (AJT35505.1) 239 
RJ LGentiana macrophylla (AIP91968.1) 237 
S8 Rauvolfia verticillata (ABV89582.1) 236 
dECatharanthus roseus (Amr P 236 
Camptotheca acuminata (ABI64152.1 233 
SIDE ErvtÁranthe guttata (XP. 0128370071) 229 
桂花 Osmanthus fragrans TAOT86863.1 2 233 
ZKiESOlea europaea var. sylvestris (XP. 022860427.1 235 
EHEOsmanihus ragrans (AQTSGSG2 1) 235 
SIG Picrorhiza kurrooa (ABM89226.1 236 
Consensus 
3RJEBBGentiana rigescens (AJT35505.1) 319 
SEX. Gentiana macrophylla (AIP91968.1) 317 
# RA Rauvolfia verticillata (ABV89582.1) 316 
Kft Catharanthus roseus (AB130631. 316 
Camptotheca acuminata (ABI64152.1 313 
2ft Ervthranthe guttata (XP_012837007.1) 309 
TEEOsmanthüs. fragrans (AOT86863.1 2 313 
XRH Olea europaea var. sylvestris (XP. 022860427.1 315 
Osmanthus fragrans (AOTS6862.1 ? 315 
'icrorhiza kurrooa (ABM89226.1 316 
Consensus heet at sfeg i vknm ea 
TRE BBGentiana rigescens (AJT35505.1) 399 
Ji Gentiana macrophylla (AIP91968.1) 397 
莫 美 木 Rawvolfia verticillata (ABV89582.1) 396 
.长 春花 Catharanthus roseus (E933 396 
Camptotheca acuminata (ABI64152.1 393 
yythranthe guttata (XP. 012837007.1) 389 
桂花 Osmanthus fragrans 2 393 
木 杜 覃 Olea europaea var. sylvestris (XP_022860427.1 395 
mas fragrans (AOTS6862. n IN HE ME ) 395 
HRS Picrorhiza kurrooa (ABMS9226.1) AME RR NER ï R W 396 
Consensus |i v n n hf sfnt cdatqerqdal 
AAB Gentiana rigescens (AJT35505.1) 464 
$ JLGentiana macrophylla (AIP91968.1) 462 
£ EK Rauvolfia verticillata (ABV89582.1) 461 
长 春花 Catharanthus roseus (ABIB0631.1) 461 
Camptotheca acuminata fantes) 458 
黄 猴 花色 ythranthe guttata (XP. 012837007 1 454 
桂花 Osmanthus fragrans TAOT86863.1) 458 
木 标 槛 Olea europaea var. sylvestris (XP. 0228604: 460 
E Osmanthus fragrans TAOT868 ) P 460 
SRGEPicrorhiza kurrooa (ABM9226.1 1 I 461 


Consensus g tssastpdk vedvl k 


"| 
S 


色 部 分 表示 相似 性 =100%， 红 色 部 分 表示 相似 性 在 75%-100% 之 间 (不 包括 100%)， 和 白色 部 分 表示 相似 


元 


性 <75%。 
The black part indicates similarity = 100%, the red part indicates similarity between 75% - 100% (excluding 


100%), and the colorless part indicates similarity <75%. 


图 4 GrHDR 蛋白 与 其 它 植物 HDR 蛋白 的 多 序列 比 对 结果 
Fig.4 Multiple sequence alignment of GrHDR protein with other plant HDR proteins 


» 


ui 


Wit Olea europaea var. sylvestris (XP. 022860427.1) 
桂花 Osmanthus fragrans (AOT86862.1) 

桂花 Osmanthus fragrans (AOT86863.1) 

XP Camptotheca acuminata (ABI64152.1) 

长 春花 Catharanthus roseus (ABI30631.1) 

S X7KkRauvol/fia verticillata (ABV89582.1) 
秦 苏 Gentiana macrophylla (AIP91968.1) 

合演 龙 胆 Gentiana rigescens (AJT35505.1) 

黄 猴 花 Erythranthe guttata (XP_012837007.1) 

胡 黄 连 Picrorhiza kurrooa (ABM89226.1) 


E, 
0.02 


5 GrHDR 蛋白 与 其 它 植物 HDR 蛋白 的 系统 发 育 树 构建 结果 
Fig. 5 Phylogenetic tree construction results of GrHDR protein and other plant HDR proteins 


2.4 WIEHE GrHDR 基因 的 组 织 特异 性 表达 分 析 


取 一 年 生 演 龙 胆 的 根 、 茎 和 叶 ， 提 取 总 RNA 后 ， 反 转录 成 EDNA， 通 过 qRT-PCR 分 析 
GrHDR 基因 在 不 同 组 织 中 的 表达 情况 。 结 果 表 明 GrHDR 基因 在 根 中 的 表达 量 最 局， 其 次 
是 叶 和 茎 (图 6)。 


N 
a 


N 
o 


一 
e 


o 
a 


es enna ea] 


GrHDR 基 因 的 相对 表 达 (GrHDR/GrGAPDH ) 
Expression of GrHDR gene(GrHDR/GrGAPDH ) 
一 
a 


2 
o 


TR Root Æ Stem 叶 Leaf 


茎 中 的 表达 量 设 为 1。 

Suppose the expression in the stem is 1. 

图 6 GrHDR 基因 在 根 、 茎 、 叶 中 的 相对 表达 

Fig. 6 Relative expression of GrHDR gene in root, stem and leaf 


2.5 不 同 光照 条 件 下 GrHDR 基因 的 组 织 特异 性 表达 分 析 

在 不 同 的 光照 条 件 下 ，GrHDR 基因 在 不 同 组 织 中 的 表达 量 有 很 大 差异 。100% 全 光 光 照 
下 ，GrHDR 基因 的 表达 量 为 : 叶 > 茎 > 根 ， 且 叶 中 的 表达 量 是 根 的 2.59 倍 。 在 30% 全 光 
光照 下 ，GrHDR 基因 的 表达 量 为 : 根 > 叶 > 茎 ， 且 叶 中 的 表达 量 是 根 的 0.70 fi. TE 1096 
全 光 光 照 下 ，GrHDR 基因 的 表达 量 为 : 叶 > 根 > 茎 ， 且 叶 中 的 表达 量 是 根 的 2.75 倍 。 结 
果 表 明 ， 在 30% 全 光 光 照 下 ，GrHDR 基因 在 作为 药 用 部 位 的 根 的 表达 量 最 高 。 


4 

100963688 
10096 Light 
30953488 
3096 Light 


1096348 
10% Light 


(GrHDR/GrGAPDH) 


GrHDR 基 因 的 相对 表达 (GrHDR/GrGAPDH) 


Expression of GrHDR gene 
TELA 
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7 不 同 光照 条 件 下 GrHDR 基因 的 表达 量 分 析 结 果 
Fig. 7 Results of expression of GrHDR gene under different light conditions 


2.6 龙 胆 苦 苷 含量 分 析 
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龙 胆 苦 苷 在 0.001-0.500 mg * mL "范围 内 线性 关系 良好 , 回归 方程 为 y= 24 960x + 28.671 


(r= 0.9993)。 根 据 公 式 计算 求 得 对 应 龙 胆 苗 苷 含量 ， 以 质量 分 数 表示 ， 结 果 如 图 8 所 示 ， 
根 及 叶 中 龙 胆 苦 芽 含量 多 数 大 于 1.596, 符合 药典 中 关于 溃 龙 胆 龙 胆 苦 芽 含 量 的 规定 ; 此 外 ， 
在 不 同 光照 条 件 下 ， 龙 胆 苦 芽 含量 均 表 现 为 : 根 > 叶 > 茎 ,与 龙 胆 裂 环 烯 醚 六 类 活性 成 
分 积累 结果 一 致 ( 赵 志 莲 ，2016); 在 药 用 部 位 根 中 ，100% 全 光 光 照 时 龙 胆 若 苷 含量 最 多 ， 


ik 7.141%， 分 别 是 3096. 10964-2626 RR 2E F JE RH 2 


Content of gentiopicroside (96) 


龙 胆 苦 苷 含量 (96) 


根 Root X Stem 


昔 含 量 的 2.25 倍 、2.26 倍 。 


时 Leaf 


E 100963 58 
10096 Light 
30%% 58 
30% Light 
10963 f& 
10% Light 


8 不 同 光 照 条 件 下 演 龙 胆 不 同 组 织 龙 胆 苦 背 含量 分 析 结 果 


Fig. 8 Results of gentiopicroside content in different tissues of G. rigescens under different light 


conditions 


3 讨论 


MEP 途径 的 流量 决定 了 终 产 物 的 产量 ， 酶 反应 的 速率 又 决定 了 代谢 途径 的 流量 〈 张 海 
晨 等 ，2016)。 尽 管 已 在 细菌 和 植物 中 鉴定 了 MEP 途径 的 所 有 基因 ， 但 仍 需 大 量 工作 来 分 
析 相 应 酶 基因 在 控制 中 间 体 通 量 中 的 作用 (Rodriguez-Concepci6n & Boronat，2002)。MEP 途 
径 的 最 后 一 步 由 HDR (以 前 称 为 LytB 或 IspH) 催化 ,其 将 HMBPP 转化 为 IPP 或 DMAPP， 
对 赣 类 物质 的 合成 有 具有 重要 的 调控 作用 。 过 表达 HDR 基因 会 催化 IPP 和 DMAPP 以 5:1 至 
6:1 B EGAL EE A (Peng etal., 2011)。HDR 基因 在 喜 树 (Wang et al., 2008). KEAN CR 
秋 菊 等 ， 2015 ) 等 植物 的 不 同 组 织 中 的 表达 量 存在 很 大 差异 ， 且 在 同 种 植物 不 同 组 织 中 页 类 


代谢 物 的 含量 也 存在 类 似 差异 (Wang et al., 2008). 


在 本 研究 中 ,我 们 从 演 龙 胆 中 克隆 了 GrHDR ÆW, 
白 进 行 了 分 析 。 结 果 表 明 ，GrHDR 基因 的 ORF 长 度 为 1398 bp， 编 码 465 个 氨基 酸 ， 属 于 


并 使 用 生物 信息 学 方法 对 其 编码 蛋 


LYTB 和 蛋白 家 族 成 员 ; GrHDR 蛋白 定位 于 叶绿体 ,符合 MEP 途径 定位 于 质 体 的 事实 ,GrHDR 


蛋白 序列 与 同属 植物 秦 芜 的 相似 度 最 高 ， 且 系统 发 育 


现 


分 析 显 示 它 们 位 于 同一 进化 文 。 
遮 荫 会 影响 植物 基因 表达 及 次 生 代谢 产物 的 积累 , 如 不 同 计 荫 处 理 下 茶树 中 咖啡 碱 的 含 


O 
ES 
高 后 下 降 的 趋势 〈 顾 辰 展 等 ，2017)。 本 研究 通过 三 种 遮 随和 条件 处 理 演 龙 胆 植株 ， 使 用 菊 光 


定量 法 测定 GrHDR 基因 的 表达 量 ， 并 通过 高 效 液 相 色 谱 仪 测定 龙 胆 苦 背 含量。 结果 表明 ， 


lL 先 下 降 后 上 升 的 趋势 ， 而 咖啡 碱 代谢 途径 中 的 关键 基因 (如 TCSIO 的 表达 呈现 先 升 


GrHDR 基因 在 演 龙 胆 的 不 同 组 织 中 均 有 表达 ， 不 同 光 照 条 件 下 该 基因 的 表达 有 很 大 差异 ， 


GrHDR 基因 表达 规律 与 对 应 龙 胆 若 苷 积累 规律 不 完全 一 致 。 其 中 ， 图 6 的 实验 材料 来 自 
30% 全 光 光 照 条 件 ， 其 与 图 7 中 相同 光照 条 件 下 的 基因 表达 量 都 为 : 根 > 叶 > x, 但 9 
] 份 (图 7) 的 样品 较 5 月份 (图 6) 的 样品 表达 量 有 所 增加 。 由 此 可 推测 ， 不 同 光 照 时 长 
会 对 GrHDR 基因 的 表达 量 产生 影响 ， 进 一 步 还 可 开展 不 同 生长 年 限 GrHDR 基因 表达 量变 
化 的 研究 。 此 外 ,不同 光照 条 件 下 龙 胆 苦 苷 含量 积累 规律 一 致 ， 但 一 层 和 二 层 遮 茸 下 根 的 龙 
胆 苦 并 含量 较 低 ， 因 此 可 推测 ， 溃 龙 胆 苗 期 栽培 时 不 需要 遮 靖 。 关 于 GrHDR 基因 表达 与 龙 
胆 苦 并 含量 的 具体 关系 , 以 100% 全 光 光 照 条 件 为 例 , 一 年 生 植 株 龙 胆 若 昔 含量 积累 为 : 根 > 
叶 > 茎 ， 而 对 应 GrHDR 基因 表达 量 为 : 叶 > 茎 > 根 。 这 一 结果 可 能 由 于 龙 胆 苦 苷 是 在 
叶 中 合成 ， 后 通过 茎 运输 至 根 中 积累 与 储存 〈 赵 志 鞍 ，2016)。 另 外 ， 龙 胆 兰 背 合成 途径 包 
含 一 系列 基因 ， 仅 通过 GrHDR 基因 的 表达 无 法 得 出 其 与 龙 胆 苦 昔 含 量 之 间 的 明确 关系 。 

本 研究 对 GrHDR 基因 进行 了 序列 分 析 及 表达 量 的 分 析 ， 有 助 于 在 分 子 生 物 学 水 平 上 揭 
示 龙 胆 苦 苷 的 生物 合成 ， 为 龙 胆 兰 苷 的 代谢 工程 提供 候选 基因 ， 且 丰富 了 GrHDR 基因 的 表 
达 规 律 ， 并 为 以 后 GrHDR 基因 功能 分 析 提 供 了 参考 。 此 外 ， 通 过 不 同 光照 条 件 下 GrHDR 
的 表达 以 及 对 应 龙 胆 苦 苷 含量 的 研究 ,为 滇 龙 胆 栽 培 的 生产 实践 提供 了 依据 。 下 一 步 可 通过 
过 表达 GrHDR 基因 及 互补 实验 等 深入 研究 该 基因 的 功能 ， 以 及 对 该 基因 表达 与 龙 胆 苦 苷 含 
量 之 间 的 关系 作 进 一 步 的 探讨 。 
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